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十倍 ,半衰期比人的长 3～6 倍。降钙素的主要生理作
用是调节体内钙、磷的代谢 , 它不仅是治疗变形性骨











黑印真鲨 ( Carcharhinus menisorrah) 鳃后体由厦
门农贸市场购买。葡聚糖凝胶 (Sephadex G275) 为
Pharmacia Co. 产品 ; CM2Cellulose252 为 Brown Co. 产
品。标准降钙素为 Sigma Co. 产品 ,维生素 B12和细胞
色素 Merk Co. 产品 , 胰高血糖素和促肾上腺皮质激
素为 Sigma Co. 产品。其他化学试剂均为国产 A. R
级。
1. 2 方法
1. 2. 1 活力检测 采用大鼠血清钙降低实验 ,
Wister 胸性大白鼠 (重量为 70～100 g) ,禁食过夜 ,不
限饮水。将待测样品 (或标准样品)溶于 0. 1 mol/ L 醋
酸钠的缓冲液为对照 ,同时进行尾静脉注射。给药 1 h
后 ,乙醚麻醉大鼠 ,腋静脉取血 ,离心 ,取血清。血钙浓
度由 PE2703 型原子吸收分光光度法测定。以鲑鱼降
钙素为标准 , 比活力以每毫克蛋白含有 MRC(Medical
Research Council unit)为单位。
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次 (1 000 r/ min) ,15 min ,除去脂肪 ,沉淀部分以 20 倍
1. 2. 2 降钙素分离纯化 取黑印真鲨鳃后体组织
适量 ,制成匀浆 , 4 ℃下加入冷丙酮洗涤 ,离心 3 体积
丁醇 2醋酸 2水 (75 ∶7. 5 ∶21) 于 4 ℃下抽提 2 次 ,离
心 (10 000 r/ min) 15 min ,取上清液加丙酮 ,离心 ,沉淀
物于 20 ℃用少量 0. 2mol/ L HCl 抽提 , 经冷冻干燥后
即得酸性提取物 (粗制品) 。将粗制品溶于 0. 05 mol/ L
甲酸氨水缓冲液 (pH3. 0) 中 ,进行 Sephadex G275 柱层
析 (柱经缓冲液预平衡) ,用平衡洗脱 ,合并所有活力
部分得溶液 ,透析 12 h ,超滤浓缩 (膜包截留相对分子
量为 5 000) ,保留滤过液。继续进行 CM2Cellulose252 柱
层析用相同缓冲液洗脱 ,合并活力峰 ,超滤浓缩 (膜包
截留相对分子量为 1 000) , 保留截留下的样品 , 冷冻
干燥 ,即得 CT结晶样品 ,保留于 - 20 ℃备用。
1. 2. 3 蛋白质测定 根据 Folin2酚试剂法 [2 ]
(Lowry法) 测定蛋白质浓度 , 以牛血清白蛋白为标
准。
1. 2. 4 分子量测定 采用葡聚糖凝胶层析法[3 ]
测定。
1. 2. 5 高效液相色谱测定 采用美国 Waters
公司 208 型高效液相色谱仪 ,M481 紫外检测器和 C18
色谱柱 (2. 1 mm×200 mm) ,进行分析。准确称取最终
纯化的冷冻干燥样品和鲑鱼降钙素标准品各 0. 050 g
于小烧杯中 ,溶解后移入 50 ml 棕色容量瓶中 ,用 (石




鲨鱼降钙素的纯化主要有 3 个步骤 : (1) 正丁醇
2醋酸 2水抽取的粗品 ; (2) SephadexG275 柱层析。粗品
经 Sephadex G275 柱层析 , 每管洗脱液均用紫外分光
光度计于波长 278 nm 处测紫外吸收值 , 得 5 个峰
形。经活力测定表明 ,降钙素的活力部分在峰 III和峰
IV ,如图 1 所示。合并活部分 ,经透析、超滤浓缩 ,获得
初级纯化 CT样液。(3) 将初级纯化的 CT样液 , 继续
进行 CM2Cellulose252 柱层析 , 洗脱结果显示单一峰 ,
如图 2 , 经测定显示其活力较强。将这一部分洗脱液
再度进行超滤以脱盐、浓缩 , 并除去相对分子量小于
1 000 的杂质 , 保留截留下的样品 , 冷冻干燥 , 即得白
色结晶。有关各部分结果见表 1。
图 1 Sephadex G275 柱层析洗脱图谱
柱规格 12 cm×130 cm; 洗脱液用 0. 05 mol/ L pH3. 0甲酸氨水
缓冲液 ,流速为 100 ml/ h ,每 5. 0 ml 收集一管
图 2 CM2Cellulose column252 柱洗脱图谱
柱规格 1. 0 cm×25 cm;用氨水醋酸缓冲液的线性梯度洗脱液 ,
从 0. 01 mol/ L (pH5. 0)到 0. 1 mol/ L (pH6. 0) ,流速为 15 ml/ h ,每 4
ml 收集一管 .
鲨鱼降钙素纯化倍数 :第三步比活力/ 第一步比活
力 = 4 983/ 40. 7 = 122. 4(倍)
2. 2 鲨鱼降钙素的分子量
经 Sephadex G275 分子筛层析测定该降钙素的分
子量为 3 680 ,见图 3。
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图 3 Sephadex G275 柱层析洗脱体积对分子量对数作图
(A)维生素 B12 (MW1357) ; (B)胰高血糖素 (MW3435) ; (C)促肾
上腺皮激素 (MW4542) ; (D)细胞色素 c (MW12400) ; ( E)样品。
图 4 降钙素高效液相色谱
分析柱为 5μm ,2. 1 mm×200 mm; 流动相为 0. 03 mon/ L ,
pH5. 5 的醋酸铵缓冲液 ;流速为 0. 5 mol/ min , 柱温 40 ℃,压力
16～20 MPa ,进样量 20μl ;紫外检测波长为 235 nm。
2. 3 高效液相色谱分析
合并 CM2Cellulose252 柱层析的活力峰 ,经过超滤 ,
浓缩冷冻干燥后的样品和鲑鱼标准品按上述条件进
行了 HPLC分析。结果表明 (图 4) ,样品在 10. 84 min
处有一显著吸收峰 , 与标准样品 (Salmon) 保留时间
10. 34 min 处的吸收峰基本一致。积分面积比保留时




素 , 可维持内环境稳定通过抑制骨细胞作用 , 达到降
低血清中游离氨基酸的水平 ,从而起到保护骨骼的作
用。根据文献 [ 4 ,5]报道 ,到目前为止 ,降钙素可分为
四类 : 灵长类 (如人) 和啮齿类 (如大鼠) , 偶蹄类 (如
猪、狗和羊) ,以及硬骨鱼类 (如鲑鱼和鳗鱼) 。它们都
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70 2 850 40. 7
Sephadex G275 40 3 100 77. 9
CM2Cellulose252 0. 18 897 4 983
